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最近, 造血 幹細胞 に 対す る免疫担当細胞, 特に リ ン パ 球 の調節が注目 され て い る. この よう な リ ン
パ 球 の 造血調節機構 に 関与す る メ カ ニ ズム を明 ら か に す るた め , 今回わ れ わ れ は, 免疫反応に 抑制的に 作
用 す る sup press o r c ells を誘 導す る こ と で よく知ら れて い る co n c a n a v alin A(以下 Co nA と略す) で活性
化さ れ た リ ン パ 球 の 造血幹細胞に 及 ぼす 影響に つ い て検討 し, 造血抑制性細胞 の性状 を明ら か に した･ Co n
A 刺激細胞 と骨髄単核球の C O C ultu r eで 赤芽球系前駆細胞である erythr oid c olo ny fo r ming u nit(C F U
-E)と e rythroidburstfo r ming u nit (B F U- E) に 対す る影響 を m ethyトc ellulo s e法で お こ な い 以下の結
果 を得た. C｡ nA 刺激 C F t トE & B F U-E/sup pr es s o r c ell は Co nA 濃度 10FLg/mi で培養時間が 48時間
の 条件で最も強い 抑制 を示 し, C F U- E, B F U-E をと もに do s edepe nde ntに 抑制 した. 抑制機序は液性因
子 を介 した もの で c el トto - C ellinte r a ctio nを必要 とせ ず, また骨髄 マ ク ロ フ ァ ー ジや骨髄 丁 細胞 はその 抑
制に 関与 しな い . こ の 抑制細胞 は Ⅹ 線感受性 丁 細胞 で , 抑制発現 に hu m a nle uko cyte antigen (H L A)
の 一 致 を必 要と しな い . さ らに T 細胞 サ ブセ ッ トに 対す る m o n o clo n al抗体で の検索で は免疫反応に抑制
的に 働 く T 細胞と同様 に O K T 3, O K T 8陽性細胞で ある こと が明 ら か とな っ た . また 免疫反 応に 抑制的
に 働く T 細胞サ ブセ ッ トの pre c u r so r c ell は OK T 4rich fra ctio n と O K T 8rich fr a ctio nの 両方の 分画
に 存在 す るの に 比 べ , 造血幹細胞 に 抑制的に 働 く T 細胞サ ブ セ ッ トの pre c u rs o r c ell は主 に OK T 8rich
fr a cti｡ n に 存在 す る こ と が明ら か と な っ た . しか し, 免疫反応系と造血幹細胞 の それ ぞれ に 抑制的に 作用 す
る T 細胞サ ブ セ ッ トが全く 同 一 か , また は 同 じ phenoty pe を有 す るが 異 な っ た サ ブ セ ッ トか どう か に つ
い て は, 今後さ ら に 詳細な検討が 必 要と思 わ れ る.
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近 年in vitro c ol ny 法に よ る 造血 幹細胞の 定量的
測定法が確立 さ れ た こ とに よ っ て, 造血 幹細胞 に 関す
る研究は著 しい 進歩を とげ て き た. 個 々 の 血 球系に す
で に 方 向 づ け ら れ て き た c o mitted幹 細胞 で あ る
C Olony fo r ming u nit in c ultu r e( 以下 C F U-C と略
す)1), e rythr o cytic c olo nyfor ming u nit(以下 C F U
LE と略す)2), erythro cyticbu rstfo r ming u nit(以 下
B FU-E と略す)3)や M egaka ryo cytic c olo ny fo r m-
ing u nit (以 下 C F U- M と略す)4)だ けで なく 多能性幹
細胞と考え られ る mix ed colonyfor ming u nit (以 下
C F U- M ix と略す)5)の 測定も 可能と な っ て い る . した
が っ て , 再生不 良性貧血 (以下再不貧と略す) や白血
病 な どの 種 々 の 造血異常 を示 す 疾患で は それ ぞれ の 病
態が 造血幹細胞 レ ベ ル で 把握で き るよ う に な っ てき て
い る
.
さ ら に 最近で は, こ のよ う な造血幹細胞研究の
進歩 を背景と し て造血幹細胞の 分化増殖 の 調節機構 に
Effects of Activ ated Lym phocyte so n Hem atopoietic Ste m Cells: Sup pre s sion of
Erythr oid Progenitor Cells by Co n c ana v alin A Indu ced Sup pr esso rT cells. Kunio Ko n･
do, Departm e nt of Inter nal M･edicin e(ⅠII), (Dlr ector:Pr of. K . Hattori), Scho ol of Medi-
Cine
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免疫学的機序が関与しう る こ とが 明ら か に さ れ つ つ あ
り, 造血調節機構に お ける regulatoyr c ell として の リ
ン パ 球の役割が注目さ れ て い る. す で に , 再不貧の
一
部 で はそ の 病態発生に 自己造血 幹細胞 に 対す る免疫学
的な機序 に よ る障害が関与する こ と を示 す 成績 が得 ら
れ て お り, た と えば再不貧患者末梢血単核細胞や骨髄
細胞 を正 常骨髄細胞に 添加し混合培養す る と, 正 常骨
髄 の 幹細胞の 分化, 増殖が強い 抑制
6ト8)をう けた り, ま
た再不貧患者骨髄 か ら T 細胞 また は単球
9)を除去す る
こ と に より低下 して い た幹細胞が増加す る こ と が報告
さ れ て い る. さ ら に 再不貧患者細胞 を a nt卜thym o-
cyteglobulin (以 下 A T G) と略す) と補体
州1 1)で処理
し た り , あ る い は患 者骨髄細胞 に 副腎皮質 ホ ル モ ン
を添加 して 培 養1 2)す る こ と に よ り CF t トC や C F U
- E
の 形成抑制が解除 され る と い う 成績 が報告さ れ て お
り, こ れ らの成績 は自己造血幹細胞 を抑制す る T リン
パ 球あ るい は単球な どが 存在 しう る こ と を示 唆 して い
る.
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, 副腎皮質 ホ ル モ ン大量投
与1叶な どの 免疫抑制療法が試 み られ , 多数 の有効例 が
報告 され て い る. こ れ ら の 臨床的研究 に お い て は ,
c olo ny a ss ay, 系で 明ら か に され る supr ess o r c ellの
存在 は必ずしも臨床例に お ける免疫抑制療法の治療効
果と相関し ない 2 0)と い わ れ て い るが , 少な く と も再不
貧の 一 部の症例で は, 免疫学的機序に よ っ て 汎血球減
少と い う 病態が発生しう る こ とが 強く 示 唆され る . し
か しな が ら, 造血幹細胞の 分化増殖 に 抑制的 に 作用 す
る 免疫学的磯 風 と く に 抑制作用 を示 す sup press o r
c ells につ い て は その 発現メ カ ニ ズ ム , 免疫学的特徴,
有効な抑制効果 を発揮す る液性国子 な ど詳細な検討 は
なさ れて い ない 現状 で あり, 不 明な 点も少 な くな い .
そ こ で本研究 で は, 造血幹細胞 に regulato ry c ells
と して働 くリ ン パ 球サ ブセ ッ トと, その 作用 機序 を明
らか に す るた め , Sup preS SO rT cell を誘導す る こ とで
よく知 られ てい る c o n c a n av alln A (以 下 Co nA と略
す)2りに よ っ て 活性化 され た リ ン パ 球 の 造血 幹細胞 と
く に 赤芽球系前駆細胞である B F U-E, お よ び CF U-E
に お よぽ す影響を種々 の 角度か ら検討 し, 興味ある 結
果を得た の で報告す る.
材料お よ び方法
Ⅰ . 末梢血 単核球と T細胞の 分離
健康成人 か ら 得 た ヘ パ リ ン 加 静脈血 を Fic oll
- Hy paqu e比重遠 心 法 に よ っ て 分 離 し, R P M I
-1640
培養液 で 3 回洗浄 して , 末 棉血単核球 (pe ripher al
bl｡ ｡d m o n o n u clea r c ell, 以下 P B M C とL略す) を得
た
.
T 細胞 の 分離 は羊赤血球 (sheep red blo od c ells,
以 下S R B C と略す)と の ロ ゼ ッ ト形成性を利 用 し た.
まず, ノ イ ラ ミ ダ ー ゼ ( Behring w e rke, M a nheim ,
W estGe r m a ny) 処理 S RBC と前述の 方法で得ら れた
P B M N C を, 非働化牛胎児血清 (fetal c alfse ru m,
Flo wlabo rato ry, Lot. No. 70330, 以 下 F C S と略す)
を 40% 含む R P M ト1640培養液 に そ れ ぞ れ 1 ×108/
ml と 5×106/ml の濃度 に 調整 し, そ れ ぞれ 等量 を混
合 し, 200g, 5分間遠心後, 4
0
C, 60分以 上 静置し,
S R B C とロ ゼ ッ ト を形成 させ た(E ロ ゼ ッ ト). その 後
pellet を静 か に 再浮遊 さ せ , Fic oll-Hypaqu eに 静 か
に 重層し た. 400g, 30分遠心後, 境界 に バ ン ド を形成
した ロ ゼ ッ ト非形成細胞 を採取 し, 3 回洗浄 し て こ れ
を n o nて 細胞 と した . 一 方 ロ ゼ ッ ト形成細胞 を含む
pellet は tris-N H4Cl buffe rで 溶血さ せ , 3 回洗浄 し
て こ れ を T 細胞と した . こ の よ う に し て得 ら れ た T
細胞の E ロ ゼ ッ ト陽性細胞 は 90%以 上 で あ っ た .
ⅠⅠ
. 骨髄単核細胞 の 分 離
健康成人 また は鉄欠乏性貧血 な どの 患者 か ら採取し
た ヘ パ リ ン 加骨髄 穿刺液 よ り 骨髄単核細胞 (bo n e
m ar ro w m o n o n u cle a r c ells, 以 下 B M M N C と略す)
を Fic oll, Hy paqu e比 重遠心 法に よ っ て分離 し, ペ ニ
シ リ ン G lOOu nits/ml, ス ト レ プ ト マ イ シ ン 100JJg/
ml加 α - m ediu m (Flo wlabo rato ry) で 3 回洗浄 して
実験 に 用 い た .
マ ク ロ フ ァ ー ジ を 除 い た 非付着性骨髄単核細胞
(n o n- ad he r entB M M N C)を使用 す る場合は BM NC
を 10%F C S加 α-1ediu m で 5 ×106/mlの 濃度 に 調整
し, 60m m プ ラ ス チ ッ ク シ ャ ー レ (Falc o n# 3030)
に 入 れ, 37
0
C, 5 %C O2で 30分間静置後, 浮遊細胞を
集 める こ と に よ っ て大部分 の マ ク ロ フ ァ ー ジを含 む付
着細胞 を除去 した .
T 細 胞 除 去 骨 髄 単 核細 胞 ( T c el 卜depleted
B M M N C) は B M M N Cと S R B C を40%F C S加
R P M ト1640培養減 で , そ れ ぞ れ 5 ×106/ml と1 ×
1 0畠/mlの 濃度 に 調整 し, Ⅰ と 同様 の 方法 に よ り, ロ
ゼ ッ ト非形成細胞 を採取 し, 3回洗浄 して得 た. ま た,
こ の よう に し て 得 ら れ た T cell-depleted BM M N C
中の T 細胞混入率は 10%以 下で あ っ た .
一 部の 実験 で は, 既報22)の 方法で あ らか じめ - 196
0
C
の 液体窒素中に 保存 し て お い た B M M N C を使用 し
た
.
ⅡⅠ. Conc an孔V alin A 刺激細 胞及 び培養上清の 作製
P B M N C, T 細胞, n O n-T 細胞を 15%F C S加 R P M I
-1640培養液 に 1 ×106/皿1 と なる ように 調整 し, それ
ぞ れ に Con A (Sigm a pha r m a c entic al, Lot･ No ･71
Con A 誘導 Suppre s s orT c ellに よる赤芽球前駆細胞の 抑制
卜7190) を 10J`g/mlの 濃度に な る よう に 添加 して ,
37
0
C, 5%C O2の 条件 で 48時間培養 した. 培養遠心 に
ょ り培養上清 を採取 し, 使用時ま で…200Cに て凍結保
存した . Pellet に含ま れ る Co nA 刺激細胞は 3 回洗浄
後,0.3% トリ バ ン プ ル ー を用 い た 色素排泄試験 に よ っ
て viable c ell を算定し, 以 下の実験 に 用 い た . 得 られ
た Co n A 刺激細胞の viability は 95%以 上 で あ っ た .
IV. C F U- E, B F U- E a s ay
CF U-E a ss ay B F しトE a ss ay はIs c o v eら の 方
法2 3)を 一 部改変し た rn ethylc e11ulo se法に よ っ て行 っ
た . 骨髄細胞の 濃度 は, B M M N Cの 場 合 は 2 × 105/
ml, n O n-adhe r ent B M M N C お よ び Tc e11-depleted
B M M N Cの 場合 は1 ×105/mlに 調整 し, 30%FCS と
e rythr opoietin (Co n n o ught Lab. step III, 以下 Epo
と略す) を 1 単位添加 した. こ れ に Co nA 刺激細胞,
あ る い は 培養上 清 を適当な濃度に 添加後, 最終濾度
0.8%と な る よう に m ethyl c ellulos eを加 え, 総量 1
ml と して 35m m の プ ラ ス チ ッ ク シ ャ ー レ (F alc o n#
3010)に 入れ , 370C, 5%C O2に て 14日間培養し た.
B F U,F a ss ay を行う場 合は , C F U-E a ss ay 系 に
bu r st pr o m oting a ctivity (B P A) と し て 5%P H A
stim ulated le uko cyte co ndit oned m ediu m(P H A-
L C M)2 4)を添加 し た.培 養終了 後 , 倒立顕微鏡( 01ilpu s.
M odel C K )下 で 7 日目 に 8 ～ 50個の 細胞 か ら な る
c olony を CF U-E と し, 14日目 に 50個以 上 の 細胞 か
らな る c olo ny ま た は 3個以 上 の s ubc olo ny よ り な る
細胞集団 を B F U-E と して算出 した. 培養は い ずれ の
場合も triplic ate で 行 っ た . 各 コ ロ ニ ー は マ イ ク ロ ピ
ペ ッ ト で と り だ し ベ ン チ ジ ン お よび ヘ マ ト キ シ リ ン染
色で 染 まる細胞よ り構成さ れ て い る こ と を確認 した.
成 績 は Co n A 刺 激細胞 も 培養 上 清 も 加 え ず に
B M M N C単独 で 培養 した 場合の コ ロ ニ ー 数 を コ ン ト
ロ ー ル と して %ofc oIltr O】 で示 し た.
Ⅴ . 抗体 処:哩
抗体処理 に は a nt卜hu m a nlym pho cyte globulin
(A HL G, Ho e chst), 末梢血 丁 細胞 に 対す る モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗体 T lOl (U C L A Dr. Gale よ り供与)1 2),
O KT 3, O K T4 , O K T 8, O KIal(Ortho Diagn o stic
Syste m)2 6)を使用 し た. Con A 刺激細胞 は 1 × 107/rnl
の 濃度 に 調整 し, そ の 0.2mlに , A L Gお よ び T l Ol
は100倍希釈液b.2 mlに , その 他の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体は 原液 10FLlを 加 え, 0 ～ 4
O
Cで 30分間inc ubate
した . In c ubatio n終了 後, 大量 の 培養液 で 1匝l洗浄 し,
上清 0.5 ml を残 して 再浮遊さ せ , これ に 予 め造血 幹細
胞 に 対 す る 毒性 の な い こ と を確認 し た ウ サ ギ 補体
(Behring w e rke, M a nheim , W estGe r m a ny, Lot.




C で 60分間 inc ubate した . In c ubatio n終了 後, 1
回 洗浄 し細胞数 を再調整せ ずに , 処理 前と同 じ容量の
培養液 で再浮遊 させ た骨髄細胞と の coc ultu r eに使 用
した
. 抗体処理 がう まく行わ れ たか どう か を確認す る
た め に , 処理 細 胞 の 一 部 を採取 し0.3%ト リ バ ン プ
ル ー を 用 い た 色素排泄試験 に よ り vibility を 算定 し
た
.
次に , Co nA 刺激細胞を モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体で処理
す るの で はな く , T 細胞を モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体と補体
で処理 して得ら れ る T 細胞サ ブ セ ッ トに Co n A を添
加す る 検討 を行 っ た. O K T 4 と補体と の処理 で 得られ
た細胞 を O E T 8陽性細胞 に 富む 分画( 以下 O E T 8+
分画と 略す)と し, O E T 8 と補体と の 処理 で得 られ た
細胞 を O K T 4陽性細胞に 富 む分画 (以下0 ⅩT 4+ 分
画と略す) と し た. そ れぞ れ の 陽性細胞の 純度 を増 す
た め に 抗体と補体に よ る処理 は, 2 回く り返し た. こ
の よ う に して 分離採取さ れ た 各 丁 細胞 サ ブセ ッ トに
つ い て, そ れ ぞ れ刻当す るモ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体 を用 い
て 反応さ せ た 後, FI TC 標織 マ ウ スIg抗体 (Cappel
Lab.) を用 い る 間接蛍光抗体法に よ っ て残存す る各モ
ノ ク ロ ナ ー ル 抗体陽性細胞 を算定する と , O K T 4十分
画 中 の OK T 8陽性 細胞 の 混 入 率 は 4%以 下 で
O K T 8+ 分画中の O E T4 陽性細胞 の 混入 率 は 5 %以
下 で あ っ た . 得 られ た O K T4十分画 およ び OKT 8+分
画を R P M I-1640 に 1×106/mlの 濃度で 浮遊さ せ, こ
れ に Co nA lOFLg/ml を添加 し, 37
0
C 5%C O2で 48時
間培養 した. 培養終了 後, 洗浄 して 0.3%トリ ハ ン ブ
ル ー で viability を算定 して細胞数の調整 をお こ な い
c o c ultu reに 使用 し た.
ⅠⅤ . X 線照 射
Co nA 刺激細胞を 10 mlの 培養液に 再浮遊さ せ, Ⅹ
線照射装置( 東芝K X C-18) を用 い て 168.2r ad/ 分,
12分間, 計2,000r ad 照 射後! 実験 に使用 した .
ⅤIlVIl. 統計学的検討
統計学的検討に は t検定 を用 い て 平均値 の 有意差検
定 を行 い , p<0.05の 場合 を有意差 あり と判定 した.
成 績
Ⅰ . Co n A 刺激細胞 の 至逓増養条件
Con A 刺激細胞作製に 際 して , 添加す る Co n A の
至適濃度 を決定 す るた め , P B M N Cに Co n A を 0,
2 .5, 5.0, 10.0, 20.0ノノg/mlの 各濃度で添加 し, 37
0
C,
5 %C O2の 条件 で 48時間培養 した. 培養後得 ら れ た
Con A 刺激細胞 2 ×105に B M M N C を2×105カロえて
c o c ultu reし た . そ の 結果 は 図 1 で示 さ れ る よ う に
C F U- E に つ い て は Con A を 10JLg/ml の濃度 で 刺激






に % of c o ntroI C F U-E は 55 ± 9%と な り 最 も
c olo ny 形 成 が 少 な く, 2.5〃g/mlで は 97±13･4%
(p<0･005), 5･0〟g/mlで は 84 ± 10･8% (p<0･05)
と 10〟g/ml の Con A 添加 と比 較 し て 有意差 を認 め
た. し か し20JLg/ml の Co n A 濃 度 の 場 合 は 70±
7.4% (p>0.1) で 10FEg/mlの Co n A 添加 と比較 し
て 有意差 は認 め られ なか っ た . ま た Co nA 非刺激細胞
と の C ｡ Culture で は図左端の カ ラ ム に 示 す よう に コ ン
トロ ー ル に 比 べ 軽度の C Olony 数の 増加が み られ た.
以 上の 成績か ら , 本実験に お け る抑制効果 を得る た め
の C｡ nA 至適濃度 は 10〟g/ml と考 えら れ, 以 下の 実
験 で は こ の 濃度で刺激 した P B M N C を Co nA 刺激細
胞 とし て使用 した.
次に Con A 刺激細胞作製の 至 適培養時間 を決定す
るた め以 下の実験を行 っ た. 同 一 人物 か ら 96, 72, 48,
24時間前 に 採血 して 得 られ た P B M N Cに Co n A を
0 2.5 5.0 1 0. 2 0.O ug /ml
Co n c e n tra tion of Con A
Fig. 1. T he optim alc o n c e ntr atio n ofc o n c an a V alin
A(Co n A)fo rtheindu ctio n ofe rythr oidc olo ny
fo r ming u nit(C F U- E)/sup pr e ss o r c ells.
Pe ripher al blo od m on o n u cle a r c ells (P B M N C)
W ere in cubated for 48hr atdiffer ent con c e ntra ･
tion s ofCon A. A fterinc ubation ,Con A-Stim ulat-
ed cells w e r e c o c ultu red with n o r m al bo n e
m a rr o w m or10 n u Cle a r c ells (B M M N C)at a l:1
r atio and C F U- E w a s a s sayed, Ea ch c olu m n
r epr es e nts the m e a n± sta nda rd de viatio n(S D)
Of% ofc ontroI C F U, E in 5 experim ents. Co ntroI
CFU -E w a s obtain ed when B M M N Cw er e cultu r-





10〟g/ml添加後 , そ れ ぞれ 96,72,48,24 時間培養 した
後, それ ぞ れ の Co nA 刺激細胞 を同時に 採取 し, その
2 × 105に 対 し て B M M N C を2 ×105づ つ 加 え て
c o c ultu reを行 っ た . そ の 結果は 図2 で 示 さ れ るよ う
に 48時 間培 養 し て 得 ら れ た CoII A 刺 激細胞 と
B M M N C と のc o c ultu r eで C F U- E の%of c o ntr ok
は 53 ±5.2%と 最も強い 抑制 が認 め られ , 一 方,24,72,
96時 間 培 養 し て 得 ら れ た Co n A 刺 激 細 胞 と
B M M N C との C O C ultu r eの 場 合 と 比 較 す る と%of
c o ntr olで そ れ ぞ れ 66± 5.4% (p <0.0 25), 70 ±
5.4(p<0.01), 82±4 .8(p<0.005) と な りい ずれ も
48時間培養時と比 べ 有意が得 られ た. そ こ で以 下の 実
験 は Co n A 刺激細胞の 培養時間を 48時間と した .
ⅠⅠ . Pr eincubatio nの 影響
Co n A 刺 激細胞 と B M M N C をc o c ultu r eす る 場
合, Co n A 刺 激細胞 の C F U- E 抑制効果 に 対 す る
pr ein c ubatio nの 影響 を検討 した . Co n A 刺激細胞と
BM M NC をそ れ ぞ れ 2 ×10
5/ml と な る よ うに 15%
F C S加 α - m ediu m に 調 整 し, 37
0
C5%C O2の 条件下
で 2時 間 の prein c ubation を 行 っ た . pr ein c ubatio n
終 了後, Co nA 刺激細胞と B M M N C が そ れぞ れ2 ×
105/ml と な る よ うに 15%F CS加 α - m ediu m に 浮遊
contr o1 2 4 4 8 7 2 9 6 hrs
Culture tim e s for Con A a c tiv ation
Fig. 2. T he optim al in c ubatio ntim efortheindu c
･
tio n of Co n A-Stim ulated CFU- E/s up pre ssor
C ells.
A fte rin c ubatio n of P B M N Cwith lOJLg/ml of
Co n A for v a rio u sle ngths of tim e, Co n A
-Stim ulated c ells w e re addedto n o r m alB M M N C
at a l:1 r atio a nd C F U
- E w as a s sayed. Ea ch
c olu m n r epre s entsthe m e a n±SD of % ofc ontr oI

















Co nA 誘導 Suppr es s orT c ellに よる赤芽球前駆細胞の 抑制
させ C F U-E a ss ay を お こ な っ た . 図3の ごと く C F U
- E の 形成 は pr ein c ubatio nを行 っ た 場 合76 ±16%,
行わな か っ た 場合 が 74士8%と なり 両者 に 全く 差 を認
め ず, した が っ て prein c ubatio nは C F U- E形成 の 抑
制に 影響 し ない こ とが 明ら か とな っ たの で , 以下の 実
験で は pr ein c ubatio n を行 わ ず に c o c ut r eに よ る 検
討を行 っ た .
ⅠⅠ. Co m A 刺激細胞の 影響
B M M N C 2×105に Co n A 刺激細胞 また は Co n A
刺激細胞非刺激細胞を 0, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0×10
5添
加して c o c ultu r eを行 っ た . 結果 は図4 に 示 さ れ る よ
う に Co n A 非刺激細胞 と の c o c ultu reで は コ ン ト
ロ ー ル に 比 べ c olo ny の 軽度増加傾向を認 め た が , 有
意差は み られ な か っ た . 一 方 , Co n A 刺激細胞と の
c o cultu r eで は, C F U-E, B F U-E の %of c ontrol は
Co n A 刺激細胞 を 1 ×105/ml添加 す る と そ れ ぞ れ
76±19.4%, 70±4 .9%, 2×105/ml を添加す る と それ


















u n stim u - Co nA a ctivat ed
lat ed c ells c e"s
Fig.3. Effects of 2 hrin cubation of B M M N Cwith
Con A -Stim ulated P B M N Co nC F U,E.
B M M NC wer einc ubated with u n stim ulated o r
Co nA-Stim ulated c ellsfo r2 hr(shaded c olu m n s)
befo r eC F U- E a ss ay. Ope n c olu m n sindic ate the
data of C F U-E a ss ays witho ut pr ein cubation .
Ea ch c olu m n repre se nts the m e a n± S Dof % of
C O ntrOI C F U- E in 5expe rim ents.
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を添加 する と 50±18.4%, 46±11.2%とな り, Co nA
刺激細胞 は C F UqE, B F U-E に 対し てdo sedepe nd･
ent な抑制を 示 し, い ずれ も コ ン ト ロ ー ル に比 べ 有意
の 抑制が観察さ れ た. し か し,Co nA 刺激細胞 を0.5×
105/ml添加 し た場合に は, CFU-E, B F U- E とも に 軽
度減少傾向を示 したが , コ ン ト ロ ー ル と比 較して有意
差は認め な か っ た .
次に Co n A 刺激の P B M N C と B M M N Cの 提供者
とが a utogo u sか , alloge n elc か に よ っ て 抑制 の程度
に 有意な差が あ るか どうか を検討 した. 結果は 図5 に
示 さ れる よ う に 添加す る Co nA 刺激細胞 を変 えても ,
a utologo u sと alloge nic と で 抑制効果 に 差 を 認 め な
か っ た .
ⅠⅤ . 培養上 浦の 影響
C F ULE, B F U-E に対 して抑制作用 を有す る Co nA
刺激細胞か ら抑制性因子 が産生さ れ てい る可能性 を明
らか に する た め, その 培養上 清の コ ロ ニ ー 形成 に 及ぼ
す 影響 を検討し た. C FU-E ass ay, B F U-E a ss ay 系
に 培養上 清 を0, 5, 10, 20% 添加 して検討 を行っ た .
その 結果 は図6 で示 され る よ うに Con A 非刺激細胞
の 培養上清添加 した場合に は コ ン ト ロ ー ル と比較して
C F UwE お よ び B F UTE形成 に 対し て明 らか な 影響 を
示 さな か っ た が , Co nA 刺激細胞の 培養上清を添加 し
た場合 に は C F U-E, B F U-E と もに do sedepnde nt な
抑制 を受 け, 20%の 培養上清添加時で は C F U-E に 対
して% of c ontrolは 72±5.8% (p<0.01), B F U-E
に対 し て% of c o ntr ol は 63±12% (p<0.005) と有
意の 抑制が み られ た .
次に 培尭上 清中に 含ま れ る Co n A が B M M N Cの
中 に 存在す る T 細胞 を刺激 して 抑制す る こ と も考 え
られ る の で 以下 の 実験を行 っ た . Con A を B M M N C
の 単独培養系に 1.0, 2.0, 4 .0/Jg/ml を直接添加 し,
そ の 抑制効果 を検討 した. その 結果は図 7 で示 される
よ う に , %of c o ntroI C F U-E は1.OFLg/miで は 97±
11.3%, 2.0〟g/nl で は 88±13･4%, 4 ･ 叫 g/mlで は
83±13.2%と い ずれ も有意の 抑制はみ られ なか っ た .
さ ら に , 図 に は 示 し て い な い が B M M N Cか ら
P B M N Cの 場合 と同じ方法で T 細胞 を除い た T c ell
depeted B M M N C を用い て 培養上 清に よる抑制効果
の 検討 を行っ た と こ ろ T 細胞 を除去し て も抑制効果
に 有意差 は認め られ な か っ た.
Ⅴ . Co n A 刺激 細胞 丁細胞と ⅢO n- T 細胞 の 影響
P B M N Cを既 に 述 べ た よう な方法で T 細胞 と n o n
T 細胞 に 分離 し, それ ぞれ に Co nAlOFLg/mlを添加
し3 アC, 5%C O2の 条件で 48時間培養した. 培養後得
ら れ た Co nA 刺激 丁 細胞 およ び n o nT 細胞 を採取 し
B M M N C との c o c ultu r eに用 い た . そ の結果は図8 に
930 近
示 さ れ る よ う に Co n A 刺激 n on-T 細胞の 添加で は
C Ft トEの 抑制 は全くみ ら れ ない の に 対 して, Co n A
刺 激 丁 細胞 を添加 し た 場合 に は, % of c o ntr ol は
57±8.9% とな り有意の 抑制が認 めら れ た.
一 九 Co n
A 刺激 を行わ ない 場合 は, T 細胞, n O nて 細胞の 両者
と も C F U-E に堪 する抑制 を示 さ なか っ た .
Ⅵ
.
Co nA 刺激細胞の 抗体処 理 と Ⅹ線照射に よ る影響
Co n A 刺激細胞 の 免疫学的特徴 を明 ら か に す る た
め , A L G お よ びT 細胞サ ブ セ ッ ト に 対す る モ ノ ク ロ
ナ ー /レ抗体と の 反応性, Ⅹ 線感受性 を検討 した . その
結果 は図9 に示 さ れ るよ う に , 補体 の み に よる処理 で
は % of c o ntr ol は 69 ±8.5%と 無処 理 の 場 合 (70±
8.2% )と同様 に Co nA 刺激細胞の 抑制効果 に 変化 を
及 ぼ さな い が , A L Gお よび T lOlm o n o clo n al抗体 と
補体に よ る処理 で は, % of c o ntr ol は そ れ ぞ れ92±
5.7%, 97 ±7. %とな り, ま た Ⅹ 線照射処理 で は 92 ±
5.2%と なり, い ずれ の 場合も Co nA 刺激細胞 の CFU
- E に 対す る抑制効果は消失 した.
次に 既 に 述べ た よ う な方法 で P B M N C か ら T細胞
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Fig.5. Effe cts of Con A
-Stim ulated a utologo u s
a nd alloge n eic PB M N Co nC F U-E.
B M M N Cw ere c o c ult r ed with a utologo u s(Shad-
ed c olu mns) o ralloge n eic(open c olu m n s)Co nA
- Stim ulated c ells. Ea ch c olu m e r epres ents the
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Fig. 4. Do s e
-depende ntinhibitory effe cts of Co nA-Stim ulated c ells o nC F U-E(Fig･ 4a)a nd BFU-E
(Fig.4b).
B M M N Cw e re c o c ultu r ed with v a rio u s n u mbe rs of u n stim ulated(open c olu m n s) o r Co n A
-Stim ulated(shaded c olu m n s)c ells. Ea二ch c olu m n r epre s entsthe mea n±S Dof% ofc o ntr oI C F U-E





















Co nA 誘導 Sup pr es s o rT cellに よ る赤芽球前駆細胞0)抑制
モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体と 補体に よ る処理 の 影 響に つ い て
検討し た. Co n A 刺激 丁 細胞 を, O K T 3, O K T4,
OK T 8, O K Ial モ ノ ク ロ ナ
ー ル 抗体 と補体で処理 し
た後, BM M NC とco c ultu reを行う と, C F U-E に つ
い て は 図 10a に 示 さ れ る よ う に 無処理 と補体 の み に
よ る処 理 で は c olo ny形成 は それ ぞれ コ ン ト ロ ー ル の
53±8.1%, 55±6.2% と Con A 刺激 丁 細胞 に よ る抑
制の 解除 は認め られ な か っ た . しか し m o n o clon al抗
体に よ る処 理 で は, O K T 3 また は O E T 8 と補体 の
処理 に よ っ て c olo ny 形成 は それ ぞ れ コ ン ト ロ ー ル の
97±4.1%, 97±2,4%と ほ ぼ コ ン トロ ー ル に 近 い 値ま
で回復 し, 抑制が解除さ れ た. 一 方, O K T 4 あ るい は
O KIal と補体と の処理 で は%ofc o ntr ol は 65士7.1%,
69±11.2%と抑制 の 程度に 変化は認め られ な か っ た.
BFU-E に 関して は, 図10 bに 示 さ れ る よう に , C F U
-E の 場合 と同様 に O K T 3 また は O K T 8 と補体で処
理 を お こ な う こ と に よ っ て , %of c o ntr ol は 95 ±
5.7%, 91±6.9%と な り B F U-E 形成 は コ ン ト ロ ー ル
と同程度 の 回 復を 示 し, Co nA 刺激 丁 細胞の 抑制 が解
除さ れ た. しか し, O KT 4あるい は O KIalと補体 と の
処理 で は, C F U-E の 場 合と 同様 に 抑制 の 解除 は認 め
られ な か っ た
.
5 1 0 2 0 %
Con ce ntratio n of super nat ant
6a
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ⅤIt. 骨髄 の ad her ent e e11の 影響
Co nA 刺激細胞の C F U- E, B F U- E に 対す る抑制効
果 が BM M N C中 に 含 ま れ る ad her e nt c ell除 去 に
よ っ て影響 をう ける か 否か を検討 した. Co n刺激 丁 細
胞 を B M M N C(ad he re nt c ellを含む) およ び既述の
方 法 で ad he r e mt c ekl を除 い た n o n- adhe r e nt
B M M NC に そ れ ぞ れ 2 ×105づ つ 添加 し c o c ultu reを
行 っ た . その 結果は図 11 で示 さ れ るよ う に , B M M N C
で は C F U- E コ ン トロ ー ル の 54±7%, B F U- E はコ ン
ト ロ ー ル の 53 ±13%, n O n adhe r ent B M M N C で は
CFUqE は コ ン トロ ー ル の 62 ±3%, B F U-E はコ ン ト
ロ ー ル の 49 ±11%と, B M M N C中の adher e ntc ell除
去 に よ る Co nA 刺激 丁 細胞の C F U- E, B F U- E抑制
効果に 及ぼ す 影響 は明 らか で はな か っ た .
Ⅴ肌 Co m A 刺激 O E T 4+分 画と O E T 8+分 画の 影響
Co nA で刺激 され た O K T 4+分画と O K T 8+ 分画の
B FU- E と顆粒球/ 単球の 前駆細胞 で あ る C F U-C に
対す る影響 に つ い て検討を お こ な っ た . 既述の 方法 で
採取 し た Co n A 刺 激 O K T 4+分画お よ び O E T 8+分
画と骨髄単核球 を1 : 1 の 比 でc o cultu r eを お こ な っ
た
. 結 果 は 図12で 示 さ れ る よ う に Co n A 刺 激
5 1 0 2 0 %
C on centra tion of supernata nt
6 b
Fig.6. E ffe cts of super n ata nts obtained fr o mCo n A-Stim ulated c ells o nC F U-E(Fig. 6a)a nd B F U
-E(Fig. 6b).
Vario u s c o n c e ntr ations of super natants obtained from Con A-Stim ulated(shaded c olu m ns)and
u n stim ulated(ope n c olu m n s)c ells w e re addedto the a s say syste m sfo rC F U-E a nd B F U-E. Ea ch
C Olu 皿 repreSe ntS the m e a n±S Dof % of c o ntr oI C F U-E a nd B F U- E in 4 e xpe rim ents.
*
p<0.05,一* *p<0.01, * * ■p<0.0 05.
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1 2 4 u卑血I
Do s e of Co nA
Fig. 7. Effe cts of Co nA co n c e ntratio n s of C F U
- E･
Va rio u sdo s esof Co n A w e re ad ded to C F U
- E
a ss ay syste m s･ Ea ch c olu m n r epresents the
m ea n±SD of % of c o ntr oI CFU -E in 4 e xpe ri･
m ents.
Fig. 8. Effe cts of Co n A
-
Stim ulated T o r n o n
- T
c ells o nCF U-E.
Ope n and shaded c olu m n sindic ate unstim ulated
and Co n A
-
Stim ulated c ells r e spe ctiv ely. Ea ch
c olu m n repre se ntsthe m ean± S Dof% ofc o ntr oI
C F U- E in 4 e xperim e nts.
=
p<0.005
O K T8+ 分画 と 骨髄単核球 と の c o c ultu reで は C F U
-E がコ ン ト ロ ー ル の 72±9%, B F U-E がコ ン トロ ー
ル の 63 ±12%と, とも に 有意 な抑制が み ら れ た. 一 九
図 13 で 示 さ れ る よう に Co n A 刺激 O K T 4十分画と骨
髄単核球 との C O C ultu reで は % of c o ntr oI C F U- C は
104±11 .3%と全 く 抑制 は み ら れ ず, % of c o ntr oI
B F U-E は83±22.7%と 軽度 の抑制傾向が認 め られ た
も の の 有 意な抑制 で は な か っ た .
考 察
Co n A はpoke w e ed mitoge n(P W M) に よるin
vitr o免疫 グ ロ ブリ ン産生や リ ン パ 球混合培養(mix ed
le uko cyte c ultur e, 以下 M L C と略す) の 系で抑制的
に 作用 す る s up pre ss o r c ellを誘導し
21)2 7)2 8)
, さ ら に 造
血 幹細胞 に 対 して 額粒球一マ ク ロ フ ァ ー ジ系前駆細胞
で あ る CFい C を抑制 す る こ と が 報告 さ れ て い る
ら9)
が , 今回 の 検討 で も, Co nA 刺激 に よ っ て 赤芽球系前
駆細胞 で あ る C F U-E, B F U-E を抑制 す る sup pres so r
c ell が誘導され う る こ と が明 らか に な っ た . こ の Con
C
'
C X - r ay
+ 十
TlOI A TG
Fig. 9. EfEects of Co n A-Stim ulated c ells tr e ated
with antilympho cyte globulin (A L G), T lOl o r
radiatio n o nC F U
-E.
Con A - Stim ulated ce11s w e r etre ated with A L Go r
T l Ola nd r abbit com ple m e nt, O r2000r ad of X
-
r ay r adiation befo r e c o c ultu r e swith B M M N C
･
Ea ch c olu m n r epr e se nts the m e a n±S Dof % of











Co n A 誘導 Suppr e ss o rT c ellに よる 赤芽球前駆細胞 の抑制
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Fig. 10. Effe cts of Co nA-Stim ulatedcells tre ated with m o n o clo n ala ntibody a nd co mple m e nto nC F U
-E(Fig. 10a)a nd B F UNE(Fig. 10b).
Co n A-Stim ulated c ells w er etr e ated with O K T 3, O K T 4, O K T 80 rO K Ial a ntibody a nd r abbit
C O mple m e nt befo r e c o c ultu r ewith B M M N C. Ea ch c olu m n r epr e serltS the m e a n±S D of % of




























ad he r e nt c elJs adhe rent c e(ls
depleted BM u ndepleted B M
Fig. 11. Effe cts of m a crophage in B M M N Co n
C F U-E a nd B FU.E.
A d he re ntc ell,depleted B M M N Cw e re co ultu red
With Co nA - Stim ulated Tc ells. Ope n a nd shaded
C Olu m n sindic ate C F U,E a nd B F U-E re spe ctiv e･
1y. Each c olu m n r epr es entstherm e an± S Dof% of
C O ntrdI C F U-Eし a nd-B F U- E･in 8e xpe rim ents.
C OtrOI
CF U- C BFU vE
Fig. 12. E 汗e cts of Co n A
-
Stim ulated OK T 8- pO Si･
tiv e c ells o nCF U- E a nd B F U-E.
Co n A - Stim ulated O K T 8-pO Sitiv e c e11s w e re
ad dedto n o r m al B M M N Cat a l:1r atio befo re
C Ft トCo r B F U-E a s sayざ･ Ea ch c olu m n repre
-
se ntsthe m e a n±S Dof%rofc o ntr oI C F U- C and
B F U-E in 6e xpe ri■m6nts.
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A 誘導 C F U- E & B F U-E/s up pr es so r c e11の 特徴 は,
1) 10JLg/mlの Co n A 濃度 で 48時間培養 し た場合
に 最も強い 抑制 を示 す, 2) 放射線感受性の T 細胞 で
あ る, 3) そ の 抑制に は液性因子 が 関与 してい る , 4)
抑制細胞 と被抑制細胞 との 間で ⅡL Aの 一 致 を 必 ずし
も 必要 と しな い , な どの点で , こ れ まで報告 され て き
た Co n A 誘導 sup pr e ss o r c ellに 一 致す る特徴 をそ な
えて い る とい え る21). さ ら に , T 細胞サ ブ セ ッ ト に 対す
る モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体 に よ る細胞表面形質 の検索 で
は, Co n A 誘導 C F U-E & B F U- E/s up pr e ss o r cell
は, OK T3, OK T 8陽性で , O K T 4, OKIal陰性で あ
る こ とが 明ら か とな り, これ も従 来の報告2 8)3 0)に 一 致
す る所見 とい え る. Ia 抗原 に 対す る m o n o clo n al抗体
と補体 に よる処理 で は, C Olony 形成 に 対す る抑制が解
除 され なか っ た こ と に より, Co n A 誘導 C F U- E &
B F Up E/s up pre ss o rT c ell は Ia 抗原陰性細胞 と考 え
られ る. P B M N Cを ConA と 48時間培養す る こ と に
よ り, Ia 抗原陰性細胞 は 5 ～ 10%に 増加す る と い う 報
























C O ntr Ot
CFU- C B F U- E
Fig.13. Effe cts of Con A
-
Stim ulated O K T 4-pO Si-
tive c ells on C F U- C a nd B F U- E.
Co n A -Stim ulated OK T4-pO Sitiv e c ells w ere
added to n o r mal B M M N Cat a l:1 r atiobefo r e
C F U- C o rB F U- E a ss ay. Ea ch c olu m n repre se nts
the m e a n±S Dof% of c o ntroI C F U-C a nd B F U
- E in 8 e xpe rim e nts.
Ia 抗原陽性細胞 も抑制的に 働い て い る 可能性 を完全
に は否定 で き な い . こ の 点に 関し て は さ ら に 今後, 詳
細 な検討が必要と 思わ れ る .
造血 幹細月包に 抑制的 に 働 く T 細胞 は今 回 の 検 討で
は O K T 3, O K T 8陽性細胞 で あ る こ と が 明 ら か と
な っ た が , モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体 に よ る 造血 調節作
用 を有す る T 細胞サ ブ セ ッ トの 検討 はあ ま り 詳細 に
お こ な わ れ て い な い よ う で あ る. M a nga n ら
3 2)は
O K T 3, O K T 4陽性細胞が末梢血 B F U- E を促進す る
と報告 し, Bagby3
3)は , 再不 貧患者に お い て , 骨髄 中の
O K T 3, O K T 8陽性 丁細胞が自己骨髄細胞の C F U-E
を抑制 した症例 を報告 して い る. こ れ らの 報告と今回
の 検討か ら , 造血 幹細胞に抑制的 に 作用 す る s up pr es･
S O r C e11 は O K T 8陽性の phe n oty pe を有す る T 細胞
で あ る こ と が 予 想 さ れ , 抑 制 反 応 に 抑制的 に 働 く
S up pre S SO r C ell と は同 じ T 細胞 サ ブ セ ッ トに 属 する
こ とが 示 唆さ れ る
.
しか し,I)a m ele ら
3 4)は 正常人 丁 細
胞 を モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体と補体 で 処理 す る こ と に よ り
O K T 4十分画 と O K T 8+ 分画 を 採取 し て, それ ぞれ の
Co n A 刺激 丁 細胞サ ブセ ッ トの M L C お よ びphyto-
ha e m ag glutinin(P H A) 幼君化反応に 対す る影 響を検
討 して い る. その 結果, M L Cお よび P H A 反応 に 対す
る 抑制作 用 は O K T8 +分画だ け で な く O K T 4+分画 に
も 認め られ た こ と か ら, Co nA 誘導 s up pr es sor c ells
はhete r oge n o u sで あ り, OK T4
+分画, O K T 8+分画の
両者か ら誘導さ れ う る と述 べ て い る.
一 方 , わ れ わ れ も正 常人 丁 細胞 を O K T 4十分 画 と
O K T 8+ 分画 に 分離 し, C F U-C およ び B F U- E に 対す
る影響 に つ い て両 分画 と B M M N C との c o c ultu r eに
よ っ て 検 討を お こ な っ た と こ ろ, OK T 8+ 分画 は C F U
-C, B F U-E雨間 に対 し て有意の 抑制 を示 し た の に 対
し, O K T4
十 分画 は有意 の 抑制 を示 さ な か っ た . ま た
CFU- C と B F U-E に 対 す る 抑制効 果 を比 較 す る と
B F U-E が強く抑制さ れ る傾向が認め ら れ た が , 統計
学的有意差は認 め られ な か っ た . し たが っ て , C F U-C
お よ び B F U-E に 対し て抑制作用 を発現 しう る造血 幹
細胞抑制性細胞 の pr e c u rs o r c ell は 主に O K T 8
+分 画
に 存在す る こ と が 示 唆 さ れ る . し か し な が ら 最近,
P WM で 刺激さ れ た T 細胞 サ ブ セ ッ トの 末棉血 B F U
- E に 対す る影響 に つ い て の 検討が な され , O K T4+分
画の み が 明 らか な抑制 を示 した と い う 報告3 5)も み られ
る . 以 上 の こ と か ら, 造血幹細胞 に 抑制的に 作用 しう
る T 細胞に は異 な っ た 2 つ の phe n oty pe を示 す T 細
胞サ ブ セ ッ ト, す な わ ち O K T4 陽性細胞 と OK T 8陽
性細胞 が存在 し う る こ と が 示 さ れ, こ れ は 主 と して
mitoge nの遠 い に よ り 誘導され る s up pr es s o r c ellの
T 細胞 サ ブ セ ッ トが 異 な る と い う 可能性 を示 唆 し て
Con A 誘導 Sup pr e ss o rT c ellに よ る赤芽球前駆細胞の 抑制
お り , 興 味深 い 点と思 わ れ る. しか し, こ の よう な T
細胞 サ ブ セ ッ ト の 抑 制作用 に つ い て は mitoge nの 種
類 は い う ま で も なく 培養条件 の 違 い , す な わ ち mito･
gen の 溝 鼠 培養時間な ども か な り影響 を及 ぼ しう る
こ と を考慮し な けれ ば な らな い . さ ら に 各 丁 細胞 サ ブ
セ ッ トの 中 に 混 入 して い る 他の T 細月包サ ブ セ ッ ト の
影準 に つ い て の 検 討 も 必 要と 思 わ れ る. た と え ば
O K T4+分 画が抑制作用 を示 した 時, そ の 抑制作用 は
混 入 し て い た O K T8 陽性細胞の 影響 を全く無視 で き
る か どう か と い う点 で あ る
.
たとえば, わ ず か 数%の
O K T8陽性細胞が抑制的に 作用 しう る 可能性 を完全
に 否定 す る こ と は困難で ある が, O K T 8陽性細胞の 混
入す る割合 を増 や し て , その 抑制 の 程度を検討す る こ
とに よ り ある 程度明 らか に す る こ とが で き る と思わ れ
る
.
ま た, 免疫反応系と造血幹細胞 の それ ぞ れ に 抑制的
に 作用 す る T 細胞サ ブ セ ッ トが全く 同 一 か , ま たは 同
じ phen oty pe を有 す る が 異な っ た サ ブ セ ッ ト か どう
か に つ い て も 今後 さ ら に 詳細 な経討が必要 で あ る .
Co n A 刺激に よ り免疫反応 に 抑制作用 を発現す る T
細胞 サ ブ セ ッ トは O K T4十分画と O K T 8十分画の 両分
画に 存在す るが , わ れ われ の 検討で は, 造血幹細胞 に
抑制的 に 作用 す る T 細胞 サ ブ セ ッ トは O E T 8+分画
の み認 め られ て い る . さ ら に 1983年, Ba cigalupo ら3 6)
は P W Mで 刺激し た 正 常人 あ る い は 再不 貧患者の T
細胞 か ら放出さ れ る hu m o r al fa cto rを C F U- C a ss ay
系と PW M 使 用 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 産生系に 添加培養
する と, C F U-Cの c olo ny 形成 を著明に 抑制 したが 免
疫グ ロ ブリ ン産 生は 全く抑制を示 さ な か っ たと い う
.
こ の こ と は P W M刺 激 丁細胞 か ら 産 生 さ れ る
hu m o r al fa cto rが 造血 幹細胞 は抑制 す るが 免疫反応
系は抑制 しな い と い う点 で非常 に 興味あ る成績 と考 え
られ る
.
mitoge nで 刺激さ れ た T 細胞 か ら は主 に 免疫
反応系に 対 し て helper fa cto rと s up pre ss o rfa cto r
の 両方 を放出する こ と3 7)が い わ れ て い る . P W M は免
疫反応で の B 細胞の 分 化 に 対 し抑制 ま た は 促進因子
の 両方を放出3 8)し, 造血 幹細胞で は P W Mで 刺激さ れ
た T 細胞 と B MM NC との c o c u mtu r eで C F U-C を
抑制3 5)3 9)す ると い わ れ てい る
.
一 九 P H A は B F U-E
形成 を促進 す る B P A と し て P H A-L C M2 4)の 形 で 利
用さ れ る が, P HA で 刺激 さ れ た T 細胞と B M M N C
との c o c ultu r eで は , C F U-C, C F U-E を抑制す る こ と
も報告3 9)され て い る .. こ の よ う に mitogen で 活性化 さ
れる こ と に よ り リ ン パ 球はい く つ か の 機能 を獲得し,
その 作用 の 違い は mitpge nの 種類40), その 添加濃度4 1)
お よ び培養時間4 2)で 大き く 左右さ れ る も の と 思 わ れ
る
. ま た そ の 作用 発 現 に はtraget と して 使用 さ れ る
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a s say 系の 適 い に よ り抑制し た り促進 した り する こ と
も 十分 考 え ら れ る. な ぜ な ら Ba cigalupo ら3 6)は
P W Mで 刺激 した T 細胞 か ら の hu m o r al fa cto rは
C F U-C 形成 を抑制す る が, 免疫グ ロ ブリ ン産生は 促
進す る こと を述 べ てお り, この こ と は T 細胞か ら放出
され る hu m o r al fa cto rが ta rget の適 い に よ り異 なる
効果 を発現す る . ある い は 2 つ の ta rget spe cific な
hu m o r al fa cto rを産 生す る と い う可 能性を示 唆 し て
お り, 今後解明 す べ き 重要な 点と思われ る. 次に 造血
幹細胞抑制の 機序に つ い て はま だ十分に 明ら か に され
て い な い が , 今回 の 検討で は c ell-tO-C ell intera ction
に よる 直接的な抑制効果とい う よ りむ し ろ液性因子 に
よ る抑制効果が 主体 をな して い る こ と が明らか と な っ
た . 病的状態 に お い て 液性因子 に よ り造血幹細胞 が抑
制 され る との 報告は C F U-E に 関して は, 後 天性赤芽
球癖の 患者 に IgG 自己抗体の存在が証明され4 3), C F U
-C に 関 し て は 血 清 中 の 抑制 因 子 の 存在 が a uto
im mune p an1e ukope nia
44)
, S L Ed 5)46)4 7)お よび Felty 症
候群4 5)な どで 証明さ れ てい る. 今回 の 検討で も Co nA
で 刺 激細胞 の培養 上 清 が C F U-E, B F U- E に 対 し
do se dependent な抑制 を示 した こ と か ら, Co n A 誘
導 s up pr e ss o rT cellか ら造血幹細胞 で あ る CFU
- E, B F U-E に 抑制的 に 作用 す る液性因子 が 産生 さ れ
て い る こ と は容易に 推測さ れ る. また培養上清中に は
わ ずか に Co nA が含まれ て お り, こ の Con A が骨髄
中の T 細胞 を刺激 した結果, 抑制す る こ とも考 えら れ
る が , こ の 可 能性は培養上清中 に 含ま れ る と 同量 の
Co nA を直接 に C F U- E a s say 系に 添加 して も有意な
抑制は認め て い ない こ とか ら否定され る. さ ら に骨髄
か ら T 細胞 を除去して も, 除去 しな い場合と同程度 の
抑制が み ら れ る こ と か ら, 骨髄 丁 細胞が Con A 刺激
に よ っ て C F U-E, B F U-E を抑制する と い う可能性 は
ない と思 わ れ る
.
次に Con A で刺激さ れた
r
r 細胞の B M M N Cへ の
直接作用 に つ い ては , C O C ultu r eする 前に Co nA 刺激
丁 細胞 と B M M N C との pr ein cubatio nに よ っ て 抑制
効果の 増大が み られ な い こ と よ り, Con A 刺激細胞 と
B M M N Cの 直接的な c el 卜to-Cellinter a ctio n は造血
幹細胞抑制効果 の 発現 に , それ は ど重要で は ない と考
えら れ る.
ま た マ ク ロ フ ァ ー ジの 造血 幹細胞に 対す る影響に つ
い て は い く つ か の 報 告 が あ り, そ の 作 用 は pro･
Stagla ndin E(以 下 P G- E と略す) を介 して お こ な わ
れ る とさ れ て い る . たと えば Ku rla nd ら4 8)は マ ウス の
マ ク ロ フ ァ ー ジが 赤芽球系前駆細胞の C FU-E, B F U
-E を増加さ せ る と報告し, さ らに マ ク ロ フ ァ ー ジの 培
養上 浦 も, 顆 粒球-マ ク ロ フ ァ ー ジ前駆細胞 で あ る
936 近
C F U- E を抑制 し, こ れ に イ ン ド メ サ シ ン を添加す る
こ と に より抑制が消失した こ と か ら, マ ク ロ フ ァ ー ジ
の 産生 す る P G- E を介して C Ft 卜Eの negativ e fe ed




1980屯 Go rdo nら51)は骨髄 マ ク ロ フ ァ
ー ジお よ び
その 培養上漕が低濃度(10%ま で)で は C F U- E お よび
B F U- E の 増加 を促 し, そ れ以上 の 濃度で は抑制す る
こ と を報告した . こ のよ う に マ ク ロ フ ァ
ー ジは造血 幹
細胞 に 対 し, 抑制ま た は促進的 に作用しう る可能性が
示 さ れ てい る が, 今回の検討で は, Co nA 刺激細胞 の
B M M N Cに 対 す る 抑 制 効 果 は , B M M N Cか ら
ad herentcell を除 い て も, 除か な く ても 同程度であっ
た. した が っ て, Co nA 誘導 sup pr e ss o rT c ell が骨
髄中の adhere nt c ellを刺激 して C F U
- E, B F U-E を
抑制 す る可能性は否定的と思わ れ る.
最近, 今回のわ れ われ の検討と同様 な報告が相つ い
で な さ れ て い る. まず Podesta ら3 9)は Con A 誘 導
sup press o r cell とそ の培養上漕が C F U
- C に 対 して き
わ めて 強く抑制作用 を示 し, その 抑制の程度 は自己骨
髄 と同種骨髄の B M M N C との c o c ultu r eで は有意羞
を認 めね い と報告 して い る . し か し, Co n A に よ る
s up pre ss o r cell誘導の条件 は Co nA の 至適濃度が 50
〟g/ml と高濃度 で培養時間も 18時間と短 く, わ れ わ
れ の場合 それ ぞ れ 10ノJg/ml, 48.時間と か な り異 な っ
て い る . Podesta ら はさ ら に Co nA だ けで な く P H A,
P W M など の mitogen刺激 に よ っ て も C F U- C を抑
制す る s up pr e ss or c el が誘導 さ れ る こ と も認 め て い
る. C F U- C抑 制 の機序 と し て c olo ny stim ulating
fふct?r (C S F)産生細胞を抑制 す る こ と で 間接的 に
c olo血 を抑制す る5 2)のか , そ れ と も抑制性因子 を放出
して抑制す るS 3)の か に つ い て, Pode sta らは 体液性因
子 が直接造血幹細胞 を抑制す る と報告 して い る. C F U
-E に 関 しては , Talley ら
54)が Co nA 誘導 s up pre ss o r
c ellに つ い て 検討 しわれ わ れ と同様 な成績 を報告 して
い るが, B M M N Cの 1/3 の Co nA 刺激細胞 を添加 し
て %of c o ntr olが 10% 以下と い う 強 い 抑制 を得 た と
い う . こ の場合, Co nA の添加濃度 は 125JLg/ml と き
わ めて 高濃度で あ り, 培養時間く 4 日 と長時間であり,
培養条件は われ わ れの 場合と は か な り異な っ て い る .
こ の よう に , Co n A 誘導 sup pre ss o r c e11 は か な りの
Co n A 濃度及び培養時間の違い が あ っ て も誘導さ れ
うる こ とが考 え られ る. ただ し培養時間に 関しては長時
間 に わ た っ て mitoge n 刺 激 を う け た リ ン パ 球 か
らは B P A や C S A が放出さ れ る こ とも あ り37)55), こ の
た め抑制が十分 お こ なわ れ な い とい う 可能性 も考慮 し
な けれ ばな ら な い . さ ら に, Talley ら5 4)は a utologo u s
M L C, alloge n elc MLC やstreptokin a s e ste r epto
･
藤
do rn aseで 刺激さ れ た リ ン パ 球が C F U-E を抑制す る
こ と を報告 し てい る . こ の よう に , Co n A, P H A,
P W M な どの mitogen刺 激 や , a utOlogo u s n o n- T
c ellお よ び allo a ntige n sで リ ン パ 球 を刺激 す る こ と
に よ り C F U
-C, C F U
-E お よ び B F U-E を抑制す る細
胞が誘導さ れ る と い う こ と は, 何 らか の 刺激 をう け て
は じ めて 抑制作用 を獲得す る細胞, い い か えれ ば造血
抑制性 丁 細胞の 前駆細胞が 正 常人 に も 存在 し て い る
こ と を示 唆 して い る. 一 方 , To r ok -Storb ら
56)は刺激
を加 えな い "r e sting
"
の状 態に ある 末梢血 丁 細胞 に 末
梢血 B F U-E を抑制 した り , 逆 に B F U- E を促進す る
異な っ た T 細胞サ ブ セ ッ ト が存在 す る こ と を 明ら か
に して い る. した が っ て, 生体の 中で は何 らか の刺激
が あ っ て 始め て調節機能 を発現す る リ ン パ 球と, 特 に
刺激 を必 要とせ ず に 調節機能 を発現 しう る リ ン パ 球と




" 状態 と 考 え られ る リ ン パ 球 も実際 に
は生体 の 中で 既 に 何ら か の 刺激を う け て活性化 して い
る可能性 も否定で き な い . い ずれ に せ よ, T リン パ球
が造血調節 に お い て a mpli丘e rま た は herpe r
5 7)5 8)と し
ての 機能 を有 す る こと が 明ら か に さ れ る 一 方, 病的状
態で は こ の調節機能の 喪失, あ るい は造血 抑制作用 を
有す る sup press o rT c ell の出現が報告
7)59)さ れ てお
り, T リン パ 球 の 造血調節機構 へ の 関与 が 注目さ れ
る
.
さ らに , S up pr eS SO rT c e11の サ ブ セ ッ トに つ い て
の 解析 で は Con A 誘導 s up pr es s or c ell, M L C誘導
sup press o r c el1
5 4)5 9)さ ら に 再不要な どが 認 め ら れ る
sup pre ss o r c e11 がい ずれ も OK T 3, O K T 8陽性 とい
う phe n oty pe を有す る と い う こ と は免疫応答 に お け
る sup pre ss o r cells の 特徴 と矛盾せず, 興味深い 点と
思われ る . しか し放射線感受性に 関して は, Co nA 誘導
s up pre s s or c ell はsen sitiv eで ある の に 対 し, M L C誘
導 s up pr es so r c ell はr esista ntで ある こ と
54)6O)か ら異
な っ た T 細胞 サ ブ セ ッ トで あ る こ と も予想さ れ , 造血
に 対す る調節性 リ ン パ 球 に はheter oge nity が存在 す
る こ と が 強く示 唆さ れ る. また , こ の よ う な造血 調節
性 T リン パ 球 の他 に 単球 や マ ク ロ フ ァ ー ジ の 造血調
節 へ の 関心 を示 唆す る 報告4 9)5 0】61)も あ る . こ の よ う に,
造血 調節機構 に は T 細胞だ け で なく non-T 細胞も含
む種 々 の 細胞 あ る い はサ ブ セ ッ トが複雑 に 関与 して い
る も の と予 想さ れ , 今後の 詳細 な検討に よ っ て造血幹
細胞 の分化, 増殖 の調節機序が明 らか に さ れれ ば, 治
療困難 な種々 の造血異常の 病態や治療法が解明さ れる
も の と期待 され る .
結 論
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リ ン パ 球の 免疫学的 メ カ ニ ズ ム を明ら か に する た め,
sup pr es s orT c e11を誘導す る こ と で 知 られ て い る
Co n A に よ り活性化 さ れ た リ ン パ 球 の C F U- E お よ
び B F U-E に お よ ぽ す 影響 を検討 し 以 下 の 結果 を得
た.
1 . Co n A 刺激 s up pre ss or c e11 は Co n A 濃度10
〟g/ml, 培養時間48時間で 最も 強い 抑制 を示 し, 赤芽
球前駆細胞 で あ る C F U- E, B F U-E を do s edepe nd･
entに 抑制 した.
2 . こ の よう に作製さ れ た Co n A 誘導 s uppre ss o r
cell は Eロ ゼ ッ ト形 成細胞分画 に 存在 す る T 細胞 で
あり, 2000rad の Ⅹ 線照射で その 抑制作用 が 消失し,
放射線感受性 の細胞 で ある . モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体 で の
検索で は O K T 3, O K T 8陽性で, OK T 4, O KIal陰性
細胞 で あ り, さ らに こ の sup pre s so r c ell のpre c u r so r
c ell は O K T 8+ 分画 に 存 在 す る こ と が 明 ら か と な っ
た .
3 . Co n A 誘導 sup pr e ss o r c ell は その抑制作用 を
発現す る ため に , C e11-tO-C ell inte r a ctio nを必要と せ
ず, そ の培養上 清が dose depe ndent な抑制 を示 す こ
とか ら, 抑制は主 に , Sup pr eS SO r C ellに よ っ て塵生さ
れ る 液性因子 を介 し て お こ な わ れ る も の と考 え ら れ
る. また骨髄の adhe rentcellを除い て もそ の 抑制の 程
度に 有意菱 は認めず, Co n A 誘導 s up pr es so r c ellの
抑制の 機序 に は マ ク ロ フ ァ ー ジの 関与 の可能性は少な
い と思 わ れ る. さ ら に S up pre SS O r C ell は その 抑制作用
発現 の た め に , とく に 骨髄細胞 との H L Aの 一 致 を必
要と しな い .
以上 の こ と か ら Co n A 誘導 s uppre s so r c ell は赤芽
球前駆細胞で あ る C F U-E, B F U-E を do sedepend-
e nt に抑 制 し, モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 で の 検 索 で は
O K T 3, O K T 8陽性細胞 で ある こ と が 明 ら か と な っ
た . し か し, 免疫 反応系 に 関与 す る Co n A 誘 導
S up pr eSS O r C ell と造血 幹細胞に 関与す る Co n A 誘導
S uP pre SS O r C e11 が全 く同 一 の T 細胞 サ ブ セ ッ トか, そ
れ と も 同じ phe n oty pe を有す る が 異 な っ た T 細胞 サ
ブセ ッ トか は今後の 詳細な検討が必 要と思 わ れ る.
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Effbcts of Activated Lym Pho cytes o nHe m atopoietic Ste m Cells:Suppressio n of Erythr oid
Pr oge nitor CeusbyCo n c an aval in A
-Indu c ed SuppressorT cells Ku nio Ko ndo, Departme ntof
Inte mal Medicine(Ⅲ),(Director: Pr of. K . Hattori), Scho olof Medicine, Kanaz awa Univeristy,
K an aZ aW a
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920- J. Ju ze nMed. So c. ,92, 92 5- 94 1(1983)
Key w o rds:Co ncan avalinA, Suppressorcen, Erythr oid proge nitor c
el, Mo n oclo n ala ntibody･
A bstract
In the pres ent study, We investigated the effe cts of
hu m a npe riphe ral blo od lym pho cyte s
stim ulated by c o n c a nval in A(Co n A)o n e ryt hr oidste m ce11s･ Co n A - Stim ulatedlym pho cyte s
w ere c o cultur ed withno r malbo ne m a rr o w cellsand e rythr oidpr oge nito r c
e11s, e rythroidc olo ny
forming u nit(CFU-E) and e rythroid bu rst fo r ming u nit(B F U
- E), W e r e a SSayed by u sing the
m ethylc euulose m et hod･ Co n A
-Stim ulated lym pho cytes sho w edsignifica ntsup pr e s sio n o
fCF U-
E a nd B F U- E in ado se-dependent m a n ner･ T his sup pre s siv e a ctivity of Co n A
- Stim ulated
lymphocyte s wa s m ediated by hu mor al fa cto rspr oduc ed byt he m ･ T
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a nd B F U-E / s up presso r cells w e r echa r a cte riz ed. T he r esultsindic ate that the Co n A-induced
sup pr e ss o r c ells are radiose nsitiv eT c ells a nd they ha v e aphe noty pe ofs up pr e ss o r/cyt otoxicT
c e11s ubset when studiedby m o n o clo n al a ntibod ie s spe cificfo rT cell diffe rentiation a ntige n s. In
ad ditio n, Ce1 -tO - Cell inte r a ctio n o rH L Ar estrictio n w as n ot required whe n Con A
-Stim ulated
ly mphocytes exe rted s up pr e ss o r a ctivity･ T he se obs e rv atio ns suggest that in vitro hem atopoleSis
is regulated atle a st in pa rt by a ctiv ated Tc ells wi tha suppr e s sor/cytoto xic phe n oty pe.
